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摘要 : 2n/4n 艇 合体 是 指 用 二 倍 体 的 胚胎 细胞 和 四 人 悦 体 的 胚胎 细胞 聚合 所 形成 的 艇 合体 。 这 种 散 合 体 在 胚 
迟 的 发 育 过 程 中 ， 四 售 体 来 源 的 细胞 在 分 布 上 具有 一 定 的 倾向 性 ， 即 倾向 于 分 布 在 胚 外 组 织 ， 如 胎盘 ; 而 在 胎 
儿 本 身 前 组 织 中 ， 很 少 能 找到 四 倍 体 细 上 胞 的 存在 .就 2n/4n 基 合 性 胚胎 的 制作 、 骨 合体 胚胎 的 发 育 特 点 及 该 技 
术 的 可 能 应 用 进行 了 综述 。 
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Developmental Characteristics and Applications 
of 2n/4n Chimaeras 


WEN Duan-cheng, CHENG Da-yuan 
{ State Key Laboratory of Reproductive Biology . Institute of Zoology , the Chinese Academy of Sciences , Beijing 100080, China ) 
Abstract: Aggregating diploid embryonic cells with tetraploid embryome cells forms 2n/4n chimaeras- Tetraploid 
cells demonstrate a preferential distribution in chimaeras during embryonic development. Tetraploid cells are preferentially 
allocated to the extraembryonic tissues, such as placenta, rather than the fetus itself. This paper summarized methods of 


producing 2n/4n chimaeras, and developmental characteristics and possible applications of the chimaeras. 
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2n/4n RATA AGES RAO (4n) 胚胎 与 
二 倍 体 胚 胎 〈《2n) RAR BSF i CES 细胞) 进行 
聚合 ， 形 成 由 二 倍 体 和 四 倍 体 细 胞 组 成 的 能 合体 。 
2n/4n RAPRBER RUE, 2 种 类 型 的 细胞 
(二 倍 体 和 四 倍 体 ) 表现 出 非 随机 的 分 布 特点 。4n 
来 源 的 细胞 通常 分 布 在 及 外 组 织 (extraembryonic 
tissue), WRF. WR, 、 尿 囊 膜 和 胎盘 等 ; 
4n 来 源 的 细胞 几乎 不 参与 胎儿 本 身 的 形成 . 因为 
有 这 种 特性 ，2n/4n 峙 合体 胚胎 在 研究 胚胎 发 育 调 
控 机 理 、 建 立 基因 缺陷 动物 模型 和 动物 克隆 上 有 着 
特殊 的 应 用 价值 。 本 文 就 2n/4n fe RH AG A i 
作 、 发 育 特点 及 其 应 用 进行 综述 ， 
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1 胚胎 的 制作 


哺乳 动物 的 四 倍 体 在 自然 界 中 是 一 种 染色 体 畏 
WM, FARRER. EDR, ORR 
可 以 着 床 ， 部 分 可 发 育 到 体 节 期 (O'Nell et al., 
1990; Kaufman & 区 ebb，1990)， 有 些 甚至 可 以 发 
育 直 到 出 生 ， 但 胎儿 一 般 次 上 畸 型 《Snow，1973， 
1975, 1976; Kaufman & Webb，1990)。 自 然 发 生 
的 4n 胚胎 的 机 率 非 常 低 。 在 实验 室 中 ， 制 作 4n FE 
胎 通常 采用 3 种 方法 : 一 是 用 抑制 胞 质 分 裂 的 药物 
ADRS, PERU ER, 但 DNA 可 照常 复制 ， 
从 而 使 DNA 的 量 在 1 个 细胞 中 加 倍 ， 这 样 就 得 到 
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1. 通讯 联系 人 
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4n 的 胚胎 (Snow，1973)。1973 年 ，Snow 报道 了 
使 用 细胞 松弛 B CCB) 成 功 制作 4n 小 鼠 胚 胎 的 工 
作 。 他 抬 2~4 细 苞 期 的 小 鼠 胚 胎 放 人 含有 10 pg/ 
mL CB 培养 液 中 ， 培 养 2 ~ 4h， 再 移 人 到 普通 培养 
液 中 培养 ， 约 有 60% 的 胚胎 成 为 四 售 体 。 这 种 四 
倍 体 有 40% ~ 75% 在 体外 可 达到 周 胚 但 四 售 体 
寺 胚 所 含有 的 细胞 数量 比 对 照 组 要 少 。Snow 把 115 
枚 四 售 体 的 时 胚 移植 到 24 RRP, A 14 
妊娠 ， 共 有 78 个 着 床 点 ， 着 床 的 胚胎 大 部 分 发 育 
受阻 ， 并 停滞 在 器 官 发 生 阶 段 。 二 是 显 微 注射 方 
法 。 把 一 个 2n 的 胚胎 细 牙 核 直接 注 人 到 受精 卵 中 ， 
这 样 发 育 而 来 的 胚胎 就 是 4n 胚胎 。Modlinski 
(1978) 利用 桑 棋 期 的 小 鼠 卵 裂 球 作为 核 供 体 ， 注 
大 到 小 鼠 受 精 卵 中 ， 在 注射 的 166 枚 受精 卵 中 ， 有 
15 枚 成 活 ， 移 植 到 输卵管 中 发 育 ， 有 9 枚 发 育 到 
桑 棋 和 井 且 。 三 是 卵 裂 球 融 合 方法 。 化 学 药物 fill 
台 病 毒 和 电击 都 能 使 卵 裂 球 融 合 ，Eglitis (1980) 
AAR ZR (PEG) 使 小 鼠 的 卵 裂 球 融 合 ， 制 成 
4n 胚胎 。4 细胞 期 的 胚胎 用 PHA 处 理 后 ,成 对 京 
合 在 一 起 ， 再 用 45% AY PEG 处 理 ， 结 果 有 56.8% 
ASN RR ALA, SEE ROA HEAR. Kaufman & 
Webb (1990) 将 小 鼠 2 细胞 期 的 胚胎 以 0.3 mol/L 
的 甘露 醇 溶液 为 介质 ， 放 人 到 相距 600 pm 的 2 根 
金属 丝 中 间 ,， 用 2007 的 电流 电击 SO psec， 在 15~ 
30 min 后 看 到 很 高 比例 的 2 细 欧 胚胎 的 孵 裂 球 发 生 
SMS, Fem 上 细胞。 将 这 种 4n 的 细胞 胚胎 直接 
移植 到 假 孚 小 鼠 的 双 侧 输卵管 中 ， 有 68.6% ~ 
95.7% 的 胚胎 着 床 ， 并 获得 了 妊娠 15 d 的 4n 胎儿 。 
但 4n 的 胎儿 均 为 畸形 ， 而 且 15d 的 4n 小 鼠 胎儿 在 
形态 上 的 发 育 也 只 相当 于 正常 2n 小 鼠 胎儿 的 13.5 
~14d。 


2 2n/4n 医 合 体 胚胎 的 构建 


2n/4n 工 合 体 的 制作 通常 采用 胚胎 聚合 法 ， 不 
同 来 源 的 2n AAA, APSA Bl A 
(ICM) 和 ES Hit, SAS 4n 胚胎 聚合 形成 风 合 
TE REHR 
2.1 早期 胚胎 细胞 与 4n 胚胎 的 聚合 

2n 小 局 胚 胎 的 致密 化 发 生 在 8 细胞 后 期 ， 而 
4n 的 小 鼠 凸 胎 则 是 发 生 在 4 细 欧 后 期 。 在 小 鼠 中 ， 
通常 用 未 致密 的 早期 胚胎 进行 聚合 。 有 凸 胎 用 酸性 
Tyrode's 溶液 (pH 2.1) 处 理 去 除 透 明 带 ， 把 1 枚 
4n 的 4 细胞 胚胎 和 1 BC 2n AY 8 SHR RA ER, 
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用 玻璃 球 进行 挤 压 (Nagy etal., 1990), BABA 
1% PHA 的 聚合 液 中 培养 24 h (Lu & Markert, 
1980); 或 用 2 BC 4n 胚胎 把 工 枚 2n RAR “=H 
治 ” 一 样 夹 住 ， 这 种 方法 称 “ 三 明治 法 ” (Lu & 
Markert, 1980; Nagy et al., 1990), BAA, HE 
胎 放 人 微 培养 孔 (micro-well) 中 培养 ， 当 胚胎 侣 合 
后 ， 体 外 培养 到 桑 棋 或 囊 且 ， 移 植 到 假 孕 母体 内 妊 
TR 0 
2.2 细胞 团 (ICM, ES 和 ES 样 的 细胞 团 } 与 4n 

胚胎 的 聚合 

细胞 团 与 4n BMRA RA “= 
法 "， 即 2 枚 去 透明 带 的 4n 胚胎 把 细胞 团 夹 在 中 
间 ， 顶 端 用 球状 的 玻璃 针 挤 压 胚胎 ， 使 胚胎 和 细胞 
团 紧 贴 在 一 艾 ， 在 含有 1% PHA MRAM PR 
24h 即 可 。 在 聚合 时 ， 细 臣 内 的 细胞 个 数 与 几 合 率 
及 胚胎 的 发 育 率 有 一 定 的 关系 ， 当 使 用 8 细 殉 期 的 
4n 胚胎 与 ES AHA RAY. ES 细胞 的 数量 为 15 
~20 TAT, DEAR AH RRA RAR 
(Nagy et al., 1990), 
2.3 REEABAK 

当 4n RRA PRAY, BT GE 2n 胚胎 细胞 
或 ES ARR A A AE A AIBA. me 
1 枚 2n/4n RATER. RAREST, FERRER 
2~ 3 h，、 就 可 进行 胚胎 称 植 (Bradley et al., 
1984)。Schreiber et af. (2000) 招 Fral-*~ 1 BUB 
胎 干细胞 直接 注 人 到 正常 的 四 倍 体 圳 胚 腔 中 ， 移 植 
后 共 获 得 15 RD, BRA, BOIS 只 小 鼠 的 基 
因 型 均 为 Fral-“- ， 这 些 新 生 小 鼠 都 能 存活 2 d 以 
上 。 


3 2n/4n 屿 合体 是 胎 的 发 育 特点 


3.1 4n 胚胎 

着 床 前 的 4n 胚胎 与 2n 胚胎 的 卵 裂 速度 没有 明 
显 的 差异 ，2 种 类 型 的 凸 胎 发 育 到 种 胚 期 的 速度 也 
十 分 一 致 ;但 4n RRA SRE, REP AA 
胞 数 比 2n RAR EBD (Henery et af.，1992)。 当 移 
植 到 子宫 后 ，4n 胚胎 也 可 以 在 子宫 内 着 床 ， 大 部 
份 能 正常 发 育 到 妊娠 中 期 ;如 果 胎 儿 在 子宫 中 继续 
发 育 ， 则 有 可 能 出 现 畸 形 。 了 畸形 出 现 的 主要 部 位 是 
在 颅 面 部 、 背 椎 轴 和 心 胜 (Kaufman & Webb, 
1990) 。 
3.2 2n/4n HAR AEAR 

2n/4n RA ARIRTEATH LF, RE 4n 
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细胞 在 降 胎 分 布 上 的 非 随 机 性 。 当 用 早期 4n 胚胎 
与 2n 胚胎 聚合 形成 2n/4n MAK, EAM 
分 的 这 种 嵌 合 体 中 ，4 来 源 的 细胞 被 选择 性 地 排 
FPR (Nagy et al., 1990, 1993), TITER SMB 
(extraembryonic membranes) 中 ， 却 大 部 分 是 由 这 种 
4n 细胞 组 成 (Tarkowski et al., 1977). 

Everett et al. (2000) 研究 了 2n/4n RAK]: 
REE, 在 3.5d 时 ，4n 细胞 可 以 分 布 在 所 有 3 种 
RAH, (PEREGRINA (mTE) 中 ，4n 细胞 
所 占 的 比例 明显 高 于 极 滋养 外 胚层 《PTE) 和 内 细 
胞 困 (ICM). 4n 细胞 在 发 育 4.5d 前 的 胚胎 还 未 出 
现 明显 的 分 布 倾向 性 ， 而 且 ， 在 所 有 的 细胞 系 中 ， 
其 所 占 比例 均 下 降 。 从 3.5 d 到 4.5 d 的 晚期 囊 胚 
中 , 4n 细胞 在 3 种 细胞 系 中 的 比例 都 显著 降低 。 
FER TRIE, 4n 细胞 的 比例 从 3.5d 的 25.1% 下 
降 到 4.5d 的 10.0%; 在 内 细胞 团 中 ， 由 21.0% 下 
降 到 13.3%; 在 滋养 外 胚层 中 ， 由 26.8 多 下 降 到 
8.2% (Everett & West，1998)。4n 细胞 在 滋养 外 
胚层 中 的 比例 降低 ， 可 能 是 统计 上 的 一 种 假象 ， 因 
为 4.5d 的 胚胎 滋养 外 胚层 的 细 胸 数量 远 多 于 3.5d 
的 胚胎 的 细胞 数量 (Everett & West, 1998). 

胚胎 发 育 到 7.5 d 后 、4n 细胞 的 倾向 性 分 布 开 
始 出 现 。James et al, (1995) 分 析 了 3.5d 和 12.5 
d 的 ?nz4n BRR ARI, PR ARTE 7.5 d 时 的 胎儿 重 
量 比 对 照 组 2n72n RAKE, 但 到 12.5 d 时 ， 
2n/4n RATE AG LW BBS tt RARE ASH, 
(UREN BBA SRF. 检查 7.5 d 和 
12.5d 两 个 时 期 的 胚胎 发 现 ，4n 细胞 在 这 2 个 胚胎 
时 期 中 都 主要 分 布 在 原始 内 帐 层 [如 体 壁 内 是 层 
{parletal endoderm). ESE AY RR ( visceral endo- 
derm)] 和 滋养 外 胚层 〈 如 胎盘 和 滋养 层 ) 细胞 中 ， 
而 在 原始 外 县 层 (primitive ectoderm) 细胞 中 ， 几 
乎 找 不 到 4n 细胞 的 存在 。 在 9.5 d 后 ，2n/4n ke 
体 的 胎盘 中 ， 有 超过 Sow 的 细胞 是 4n 细胞 
(Tarkowskiez al. , 1977), 

在 2In/‘4n RAK RAE PY, 4n 细胞 在 胎 
儿 组 织 中 逐渐 被 排斥 掉 。Graham (1971) 用 小 鼠 的 
4 细胞 胚胎 融合 成 2 细胞 的 胚胎 ， 再 用 1 BCE AY 
Qn 胚胎 与 I HC 4n 胚胎 聚合 ， 形 成 2n/4n RAK, 
胚胎 移植 后 产 下 3 只 小 鼠 ， 在 这 3 只 小 鼠 中 均 未 检 
测 到 有 4n 细胞 存在 。 

用 ES 细胞 或 内 细胞 团 与 早期 4n PR ATE 
2n/4n RA, BHD RAT PHT 


妊娠 ， 可 以 获得 成 活 的 动物 。Nagy et al. (1990) 
用 15 ~ 20 个 内 细胞 团 (ICM) 的 细胞 或 ES 细胞 与 
I1 枚 4 细胞 期 的 4n 胚胎 聚合 形成 2n/4n MAH 
胎 。 在 出 生 的 6 只 ICM:4n 艇 合体 小 鼠 中 ， 经 GPI 
型 分 析 ， 只 有 1 只 小 鼠 的 血液 和 尾 尖 可 检测 到 4n 
来 源 的 细胞 ， 且 比例 少 于 5%， 其 余 5 只 均 未 检测 
到 有 4n 细胞 存在 ; 在 14 只 ESz4n RADA, 
只 有 3 只 小 鼠 的 血液 和 尾 尖 可 检测 到 4n 来 源 的 细 
胞 ， 但 比例 都 少 于 10%。Nagy et al. (1993) AR 
有 青紫 色 的 1297Sy 肉 鼠 与 野生 型 129/Svy-Cp HER 
杂交 ， 胚 胎 用 于 制作 ES 细胞 ， 同 时 ， 用 白化 的 
CDI 小 鼠 制 成 4n 胚胎 , 把 10-~ 15 个 ES 细胞 团 与 2 
枚 4 细胞 期 的 4n 胚胎 进行 聚合 ，2 枚 4n 胚胎 像 三 
明治 一 样 夹 住 ES 细胞 ， 用 玻璃 针 轻 轻 挤 压 胚胎 ， 
使 相互 靠近 ,将 胚胎 于 微 滴 imicrodrops】 中 培养 
过 夜 ， 再 移植 到 假 于 2.5 d 的 小 鼠 子宫 中 妊娠 ， 在 
移植 的 130 BURA RIERA, JE 87 枚 胚胎 着 床 ， 
其 中 ，45 枚 胚胎 被 吸收 ，22 枚 胚胎 妊娠 中 期 死亡 ， 
出 生 20 FR. RAS 只 存活 。 在 5 只 存活 的 小 
鼠 中 ， 毛 色 均 为 野生 色 。 血 液 GPI 分 析 ， 其 中 只 有 
I 只 能 检测 到 4n 来 源 的 细胞 (53% ~ 10%)， 其 余 
均 来 源 于 ES 细胞 。 
3.3 2n/4n HAH 4n 细胞 非 随机 性 分 布 的 可 能 机 

制 

四 倍 体 细 胞 在 2n/4n 艇 合体 中 ， 为 什么 会 出 现 
有 倾向 性 的 分 布 呢 ? 对 此 ， 有 人 提出 2 种 解释 : 外 
原始 外 胚层 细胞 对 4n 细胞 的 负 选 择 (negative se- 
lection) 以 及 4n 细胞 在 原始 内 胚层 和 滋养 外 胚层 的 
倾向 性 分 布 的 结果 《James et al., 1995), QU 
体 细胞 在 原始 外 有 凸 层 细胞 和 胎 体 (concepti} 中 的 
选择 性 死亡 (selective death) 的 结果 (James et 
al., 1995), 另外 有 人 认为 ,由 于 4n 细胞 的 体积 
一 般 比 正常 2n 细胞 的 体积 大 ， 细 胞 体积 大 小 和 染 
色 体 数目 的 增加 ， 以 及 细胞 朵 积 和 表面 积 比 的 改 
变 ， 导 致 这 种 细胞 选择 件 地 分 布 在 囊 胚 期 的 壁 滋养 
层 细 胸中 (Lu & Markert, 1980; Tang et al., 
2000), 2n/4n BRAK H A 4n 绸 胞 的 选择 性 分 布 机 
制 ， 目 前 还 不 很 清楚 、 有 待 进一步 研究 。 


4 2n/4n 芯 合 体 的 应 用 


对 4n 细胞 在 2n/4n 内 合体 中 的 非 随 机 性 分 布 
的 机理 尽管 我 们 目前 还 不 很 清楚 ， 但 我 们 可 以 利用 
BAK hl (E— PRE LR (conceptus)， 使 这 种 孚 
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TA AY aE FR Sb FF A a AJ Fe 9 a: Bd 5 
层 细 胞 系 和 胎儿 本 身 的 基因 型 完全 不 一 样 。 因 此 ， 
在 制作 某 些 基因 缺陷 动物 、 动 物 克 隆 和 胚胎 发 育 的 
基因 调控 研究 上 ，、2n74n RAKE HRA HAH 
研究 模型 。 
4.1 挽救 某 些 基因 缺陷 及 胎 

某 些 基 四 榨 制 着 胚胎 的 着 床 和 胚胎 外 组 织 的 发 
育 ， 当 这 种 基因 发 生 突变 时 ， 胚 胎 不 能 着 床 或 发 生 
早期 流产 。 用 正常 的 4n 胚胎 与 这 些 基 男 缺 陷 胚 胎 
RA. FARA RAK aD IR 
子宫 内 进行 妊娠 ， 就 能 挽救 这 种 基因 缺陷 胚胎 ， 使 
之 在 体内 能 继续 发 育 ， 甚 至 获得 这 类 纯 合 的 基因 突 
变动 物 。 

运用 2n/4n RAMA GORE BR 
鼠 是 Mash2 突变 小 鼠 (Mash2-‘~) 【Kupriyanoy & 
Baribault, 1998). Mash2 基因 的 产物 是 具有 螺旋 - 
环 - 螺 旋 结 构 的 转录 因子 , 在 胚胎 外 滋养 层 细胞 
中 ， 如 外 胎盘 锥 、 绒 毛 膜 等 中 ，Mash2 有 较 强 的 表 
达 。 经 基因 打靶 方法 得 到 的 Mash2 -胚胎 的 胎盘 
组 织 中 缺乏 海绵 注 养 层 细胞 (spongiotrophoblast) 
和 它 的 前 体 ， 同 时 ， 红 毛 外 有 耳 层 细胞 减少 。 突 变 胚 
胎 由 于 胎盘 发 育 受 阻 ， 通 常 在 10 4 时 死亡 《Guille- 
mot & Joyner，1993)。 Guillemot et af. (1994) 用 
Mash2 +‘ 野生 型 的 4n BRAGS A] Mash2*’~ 自 交 得 
到 的 胚胎 (RHE) HARA, BBA, HBS 
66 ARN Re bh, USE. 有 10 只 新 生 小 
鼠 是 Mash2-“ 型 。 这 一 实验 证 明 ，Mash2 基因 在 
PR MAA PH RP IM AAR, WK 
AEA TEN ILA Se PE RIAA TB og BEG HD A 
Mash2 ~~ FRAR A PRR, AA Qn/d4n PRAT 
法 是 挽救 胎盘 发 育 受 阻 的 基因 缺陷 动物 的 一 种 有 效 
的 方法 (Guillemot et af., 1994), 

Ets2 基因 的 产物 也 是 1 TRA, EAR 
胎 6.0~7.5d 时 ，Ets2 主要 在 胚胎 的 滋养 外 胚层 的 
生生 给 织 中 表达 ， 在 有 是 外 内 胚层 和 原始 外 肥 层 中 却 
没有 表达 。 对 Ets2 基因 的 DNA 结合 区 域 进行 缺失 ， 
Eta2au' 册 缺失 胚胎 是 早期 致死 ， 在 E6.0 -7.54 时 ， 
有 1 个 非 正常 的 小 外 胎盘 锥 ， 外 面包 于 着 1 层 膜 ， 
从 而 阻止 了 滋养 层 细胞 的 迁移 。 到 E7.5 4d， 绒毛 膜 
和 羊膜 都 没有 形成 ， 滋 养 层 组 织 和 外 胎盘 锥 停止 增 
生 ， 原 始 内 胚层 开始 凋 亡 。Ets2atfda 肘 胎 在 E8.5d 
时 全 部 被 母体 吸收 (Maroulakou et af., 1994; Ya- 
mamoto et af., 1998). Yamamoto et al. (1998) 用 


2n/4n RRA TE TT EER Ets2'b ee. 在 40 Ae 
合体 新 生 小 鼠 中 ， 用 PCR 方法 检测 到 有 4 只 是 
Ets2a 届 基因 型 ; 而 Ets2424o 小 个 是 可 育 的 ， 但 肋 
须 卷 曲 ， 体 毛 分 布 呈 波浪 状 。 

近年 来 ， 用 2nx4n RAAT A BE 
胎 的 实验 报道 越 来 越 多 〈 表 1)， 这 些 基 因 包 括 有 
转录 因子 如 Mash2、Estrb、Hnf4、Ets2、Handl、 
Fral ， 细 胞 骨架 蛋白 如 mK8， 肿 瘤 抑 制 因 子 如 Br- 
cal， 生 长 因子 如 VEGF 和 激酶 如 FAK 等 。 
4.2 动物 克隆 

用 核 移植 方法 克隆 的 动物 、 它们 只 是 核 型 一 
致 ， 但 胞 质 类 型 却 不 一 定 相同 ， 因 此 这 些 克 隆 动物 
不 是 完全 的 复制 体 。 用 ES 细胞 经 2nxd4n RAH 
法 获得 的 克隆 动物 则 是 完全 的 复制 体 。Nagy er al. 
(1990) 分 别 用 小 鼠 的 ICM 和 ES 细胞 与 四 倍 体 的 
小 鼠 胚 胎 聚合 ， 移 植 到 假 孕 母 了 忌 中， 结果 在 移植 的 
21 8 ICM <> DORA KARAS, 76% BRN 
床 ， 获得 6 只 由 ICM AURORE ha, PRT 
29%; 用 ES 细胞 与 四 倍 体 胚胎 聚合 时 ， BAS 
101 要 胚胎 ，70% 的 胚胎 着 床 ， 共 获得 15 只 由 ES 
细胞 克隆 的 小 也。1993 年 ，Nagy 等 用 2n/4n RRA 
体 方 法 ， 从 1 株 ES 细胞 中 克隆 了 5 只 小 鼠 ; ME 
色 上 判断 ，5 只 成 活 的 小 鼠 完 全 来 源 于 ES 细胞 ; 
用 GBPI 分 析 ，1 只 小 鼠 的 血液 中 可 检测 到 少量 的 四 
倍 体 来 源 的 细胞 (Nagy et of., 1993). RIE, 
Hochedlinger 等 报道 ， 他 们 分 别 用 小 鼠 B 淋巴 细胞 
核 和 T 淋 巴 细胞 核 必 为 核 供 体 ， 用 核 移 植 方法 获得 
小 鼠 的 克隆 胚胎 ,用 这 种 克隆 有 凸 胎 建立 ES 细胞 ， 
将 ES 细胞 注射 到 4n DRS, RBH. a 
别 获得 了 免疫 球 蛋 白 基因 和 T 了 细胞 受 体 基 因 完 全 重 
排 过 的 克隆 小 鼠 (Hochedlinger & Jaenisch, 2002). 

2n/4n 峰 合 体 方 法 克隆 动物 目前 还 只 在 小 鼠 中 
实现 ， 在 其 他 动物 中 ， 也 有 人 尝试 ， 但 未 成 功 【I- 
wasaki et al, . 2000), Iwasaki 等 用 日 本 黑 牛 与 奶牛 
的 杂交 2 细胞 胚胎 用 囊 融 合 方法 ， 融 合成 单 细胞 ， 
制 成 四 倍 体 胚 胎 ， 在 体外 培养 到 桑 横 ， 桑 棋 胚 用 
0.5% Pronase 消化 ， 去 掉 透 明 带 ， 将 2 枚 去 透明 
He AUS ALAR Se CE 1 团 137 个 细胞 的 类 ES 细胞 团 
! 来 源 于 奶牛 )， 放 入 微 滴 中 豪 合 ， 形 成 1 ROR 
合体 胚胎 ， 胚 胎 发 育 到 囊 胚 后 再 移植 到 发 情 7~8d 
的 受 体 母 午 子宫 中 妊娠 ; 在 7 头 受 体 牛 中 ， 共 移植 
了 2A, SREP ORE, GRA 2 
头 小 牛 是 能 合体 ， 另 外 4 LR RRIF ES 细 
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胞 的 细胞 ; 这 种 结果 可 能 是 由 于 137 个 细胞 的 细胞 
团 分 裂 速 度 过 慢 ， 或 没有 进行 血清 饥 狐 处理 ， 另 外 
一 个 原因 也 可 能 是 由 于 生 胚 胎 在 电 融 合 时 不 充分 ， 


没有 制 成 真正 的 四 倍 体 胚胎 ， 而 实际 上 是 1 个 二 倍 
体 胚胎 或 是 1 个 二 倍 体 和 四 倍 体 的 灸 冉 胚 胎 〈 工 
wasaki etal., 2000) 。 





%1 用 2n4n RAKAKRREARREHRERE 
Table 1 Rescuing genetic deficient embryos by 2n/4n aggregation 

ER eon ee 致死 原因 x it 

Gene symbol Fraction Senet nt prenatal Abnormalities Reference 
. gene product abnormalities (d) 

Mash2 TF E8.5- 10.5 ARABS RE RTH Guillemont ef af... 1994 
Hni4 TF E6.5-9.5 胜 壁 内 胚层 功能 不 全 Duncan et al., 1997 
Esteth TF E7.5-11 MES ERB, AAORESE = Luo et at., 1997 
Ets? TF E6.5— 8.5 SNR REA SD Yamamoto et al. . 1998 
Hand] TF ET.5-9.5 EB ABR Riley et af... 1998 
MKB sea FE1.5_13.5 胎盘 屏障 功能 失常 en 
Breal Atala i E5,5-7.5 HEFES RR RAS} AB eA Hakem et af., 1996 
VEGF 生长 因子 E8.5-10.5 滋养 外 胚层 或 胚 外 内 胚层 细胞 缺陷 Cammeliet et af., 1996 
Thrombomedy 。 表面 受 体 ES 3 胎盘 中 无 血管 内 皮 细胞 生成 lsermann et al, ,2001 

-lin (TM) 2 El2 $-16.6 a ues 
Dsp MMR EA E3.5-6.5 无 桥 粒 连接 ， 组 织 不 完整 Gallicans et el, , 2001 
Fral 转录 因子 El0.0— 10.5 REN Pb A he Schreiber et at. , 2000 


DasXM 


2 个 来 源 于 母系 的 


早期 胚胎 


外 及 盘 柱 缺 陷 


Goto & Takagi. 1998 


通过 核 称 植 方法 克隆 的 动物 ， 初生 体重 偏 大 ， 
胎盘 的 发 育 也 往往 出 现 异常 (Hi et al. 2000; 
Sousa ef al., 2001; Humpherys et ai., 2001; 
Eggan et al., 2001; Ono et af., 2001). Eggan et 
al. (2001) 比较 了 用 核 移 植 方法 和 2n/4n RATE 
得 到 的 ES 克隆 小 鼠 的 体重 和 胎盘 大 小 ， 发 现 用 核 
移植 方法 得 到 的 克隆 个 体 和 胎盘 的 重量 都 普遍 地 大 
FEE HERD, TR 2n/4n 其 合体 方法 克隆 的 
小 鼠 ， 其 体重 大 小 和 胎盘 重量 与 正常 出 生 的 小 鼠 无 
显著 差异 。 因 而 ,他 们 认为 ， 核 移植 克隆 的 动物 个 
体 的 体重 偏重 和 胎盘 的 异常 发 育 是 核 移 秆 方法 本 身 
所 造成 的 ， 与 使 用 的 供 核 细 胞 无 关 。 应 用 四 倍 体 与 
克隆 胚胎 进行 嵌 合 ， 能 否 克服 核 移植 动物 的 胎盘 发 
育 异常 的 现象 ， 有 待 实验 证 实 。 


5 展望 
用 核 移植 方法 克隆 动物 的 效率 只 有 1% ~4%, 
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